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要　　　約
　骨・軟部肉腫は，一部に治療抵抗性で予後の悪い症
例が存在するため，新たな治療法の確立が重要な課題
である．我々は，５型アデノウイルスを基本骨格とし
て，テロメラーゼ活性に依存して増殖する腫瘍融解ウ
イルス（OBP-301）や，coxsackie and adenovirus 
receptor（CAR）陰性の腫瘍細胞に感染するファイバ
ー改変型ウイルス（OBP-405）を用い，骨・軟部肉腫
細胞に対する抗腫瘍効果を検討した．
　14種類の骨・軟部肉腫細胞株に対してOBP-301の
細胞障害活性を検討し，12種類の細胞株でOBP-301に
感受性を認めた．また，OBP-301の細胞障害活性は
CARの発現と相関していた．さらに，テロメラーゼ活
性の低い細胞に対しても，５型アデノウイルスの複製
に必須のE1Aによりテロメラーゼ活性の増強効果が
おこり，強い抗腫瘍活性を示すことを明らかにした．
次に，骨肉腫脛骨同所性移植動物モデルを作成し
OBP-301を投与したところ，OBP-301投与群では対象
群と比べて有意に腫瘍増殖を抑制した．最後に，OBP-
301に感受性を認めなかったCAR陰性細胞株に対し
てOBP-405を用いて検討し，OBP-405が有効に作用す
ることを確認した．
　OBP-301やOBP-405を用いたウイルス療法は，骨・
軟部肉腫に対する新たな治療法となる可能性がある．
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は じ め に
　骨・軟部肉腫は，手術や化学放射線療法の進歩にも
かかわらず，腫瘍切除不能例や化学・放射線療法抵抗
性の予後の悪い症例が存在しており，５年生存率は60
～70％である1,2)．そのため，治療抵抗性を示す骨・軟
部肉腫に対する新たな治療法の確立は重要な課題であ
る．近年，腫瘍選択的に増殖する遺伝子改変アデノウ
イルスを用いたがんウイルス療法が新規治療法として
注目されている．我々は，正常５型アデノウイルス
（Ad5）を基本骨格としてテロメラーゼ活性に依存し
て増殖する腫瘍融解アデノウイルス（OBP-301）を開
発した3)．さらに，coxsackie and adenovirus receptor 
（CAR）陰性の腫瘍細胞にも感染するファイバー改変
型OBP-301（OBP-405）を開発した4)．これまで，上
皮系のがん細胞に対するOBP-301やOBP-405の抗腫
瘍活性を明らかにし，米国でOBP-301の第Ⅰ相臨床試
験を終了し，ヒトへの安全性を確認した5)．上皮系悪
性腫瘍の高いテロメラーゼ活性に比べ，非上皮系の
骨・軟部肉腫の一部は低いテロメラーゼ活性にも関わ
らず alternative lengthening of telomere（ALT）経路
を介して不死化を維持する事が近年明らかとなっ
た6)．つまり，テロメラーゼ活性が低いALT細胞はテ
ロメラーゼ活性依存的に増殖するOBP-301やOBP-
405に抵抗性である可能性が示唆されるが，骨・軟部肉
腫に対するOBP-301やOBP-405の抗腫瘍活性は未だ
不明である．
テロメラーゼ依存性腫瘍融解ウイルス療法の骨・軟部
肉腫への検討
　今回，我々は，14種類の骨・軟部肉腫細胞株を用い
て，ALT細胞と非ALT細胞に対するOBP-301の抗腫
瘍活性，CAR陰性細胞に対するOBP-405の抗腫瘍活
性の検討を行った7)．
１. 骨・軟部肉腫細胞株に対するOBP-301の細胞障
害活性の検討
　ヒト骨肉腫細胞株（OST，U2OS，HOS，HuO9， 
MNNG/HOS，SaOS-2，NOS-2，NOS-10），ヒト軟骨
肉腫細胞株（NDCS-1，OUMS-27），ヒト明細胞肉腫
（CCS），ヒト悪性神経鞘腫（NMS-2），ヒト滑膜肉腫 
（SYO-1），ヒト悪性線維性組織球腫（NMFH-1）の14
種類の骨・軟部肉腫細胞株を用いて，OBP-301の細胞
障害活性を検討した．12種類の骨・軟部肉腫細胞株は
OBP-301に感受性を示したが，2種類の細胞株
（OUMS27，NMFH-1）は抵抗性を示した．OBP-301
に感受性を示す細胞株の50% inhibitory dose（ID50）
において，MNNG/HOS と SaOS-2は高値を示し，低感
受性であった（図１）．
２. 骨・軟部肉腫細胞株におけるCAR発現，hTERT 
mRNA発現とOBP-301感受性の関係
　アデノウイルス感染には，細胞表面のCARの発現
が必須である．細胞株のCAR発現をフローサイトメ
トリー法で解析すると，OBP-301に感受性を示す細胞
株は全てCAR陽性，OBP-301抵抗性の細胞株は CAR
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図１　OBP-301の骨・軟部肉腫細胞に対する細胞障害活性
細胞を96ウェルプレートに103個/ウェルで播種し，OBP-301を0-100multiplicity of infection
（MOI）で感染させ，５日後にXTTアッセイにて細胞生存率を検討した．OBP-301を投与後５
日目での骨・軟部肉腫細胞株の50% inhibitory dose（ID50））を示す．
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陰性であった．一方，hTERT mRNAは13種類の細胞
株で検出されたが，OBP-301低感受性の SaOS-2は検出
されなかった．次に，CAR/hTERT mRNA共陽性の
８種類の骨肉腫細胞株と３種類の軟部肉腫細胞株にお
いて，ID50とCARもしくは hTERT mRNAレベルと
の相関関係を検討したところ，骨腫瘍細胞株でのCAR
と ID50は有意差を認めた（r =－0.834，P = 0.01）．
しかし，軟部肉腫細胞株は３種類のみで有意差はなか
った（r =－0.99，P = 0.1）が，強い相関関係を認め
た（図２ａ）．また，hTERT mRNAと ID50の相関関
係は認めなかった (図２ｂ )．以上の結果から，OBP-
301の感受性はCARの発現に依存する事が示唆され
た．
３. OBP-301感染後の hTERT mRNAの発現増強
　SaOS-2とU2OS はテロメラーゼ活性の低いALT細
胞として知られている8)．しかし，今回の検討では，
SaOS-2の hTERT mRNA発現がなくOBP-301低感受
性であったが，U2OS は低い hTERT mRNA発現にも
関わらずOBP-301高感受性であった（図１）．そこで，
我々はOBP-301が hTERT mRNA発現を増強するこ
とで，ALT細胞に非ALT細胞と同等の細胞障害を起
こす仮説を立てた．まず，ALT細胞のU2OS 細胞に
OBP-301，Ad5，E1A欠損型Ad5の dl312を10，100MOI
で感染させたところ，OBP-301とAd5を感染させた
U2OS 細胞では48時間後の hTERT mRNA発現を増
強したが，dl312を感染させたU2OS 細胞では hTERT 
mRNAは増強しなかった（図３ａ）．さらに，OBP-301
は複製能や細胞障害活性においてもAd5より強い結
果であった（図３ｂ，ｃ）．また，テロメラーゼ活性の
高い非ALT細胞でも，U2OS と同様にOBP-301によ
る hTERT mRNAの発現増強を認めた．以上の結果
から，OBP-301はE1Aによるテロメラーゼ活性の増強
効果があり，ウイルスの複製能が上昇し，ALT細胞を
非ALT細胞と同等に殺傷する事が示唆された．
４. 骨肉腫同所性移植モデル動物に対するOBP-301
の抗腫瘍効果
　骨・軟部肉腫に対するOBP-301の抗腫瘍効果を検
討するために，骨肉腫同所性移植モデル動物を作成し
た．マウス脛骨にOSTに移植し，移植後21日目に
OBP-301，dl312，PBS をそれぞれ隔日に３回投与し
た．OBP-301治療群は dl312や PBS 治療群に比べて腫
瘍増殖を有意に抑制した（図４ａ，ｂ）．OBP-301治療
群の腫瘍は，他治療群の腫瘍に比べて，X線検査と病
理組織学的検討において腫瘍浸潤による骨破壊の低下
が観察された．以上の結果から，in vitro での OBP-301
の有効性が in vivo においても認められた．
５. OBP-301抵抗性肉腫細胞株に対するOBP-405の
抗腫瘍効果
　OBP-301抵抗性のOUMS-27，NMFH-1細胞はCAR
陰性であったが，インテグリンαvβ3とαvβ5が陽性で
　 骨・軟部肉腫に対する腫瘍融解ウイルス療法：佐々木剛，他13名 　
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図２　OBP-301の細胞障害活性とCAR，hTERTmRNAの相関関係の検討
ａ：CARの発現はフローサイトメトリー解析にて行った．骨・軟部肉腫細胞株に抗CAR抗体，引き続きFITC標識した２次抗体を
処理し，フローサイトメトリーでFITC標識細胞を測定しCARの発現を解析した．フローサイトメトリー法の発現量はmean 
fluorescence intensity (MFI)＝一次抗原処理した細胞のMFI－一次抗原処理しなかった細胞のMFI の計算式にて算出した．CARの
MFI とID50との相関関係を骨，軟部にわけて検討した．ｂ：hTERTmRNAと ID50との相関関係を骨，軟部にわけて検討した．相関
関係の検討にはピアソンの相関係数を用いた．P＜ 0.05で統計的有意差があると定義した．
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図３　OBP-301感染によるU2OS 細胞株のhTERT遺伝子発現の増強とその影響
ａ：U2OS 細胞にOBP-301，Ad5，dl312をそれぞれ10,100MOI 感染させ48時間後に hTERTmRNAを計測した．U2OS のアデノウイ
ルス非感染細胞を1.0として比較している．ｂ：U2OS 細胞にOBP-301，Ad5をそれぞれ 10MOI ずつ感染させ，２時間後に培地を洗い
経時的にE1Aの計測をリアルタイム PCR法にて計測した．感染後２時間での値を1.0として検討している．ｃ：U2OS 細胞のAd5，
OBP-301の細胞障害活性を感染後５日目にXTT assay を用いて検討した．P < 0.05で統計的有意差があると定義した．（Studentｾs t 
test）
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図４　骨肉腫同所性移植モデル動物に対するOBP-301の抗腫瘍効果
ａ：５× 106個 の骨肉腫細胞株OSTを７週齢のヌードマウスの脛骨移植した．移植後21日目に腫瘍が触知可能となった時点で，
108 PFUの OBP-301（■），dl312（▲），あるいは PBS（○）をそれぞれ１日おきに３回腫瘍内投与した．腫瘍径の計測はノギスを用
いて行い，脛骨内の腫瘍体積は（長径＋短径）×長径×短径× 0.2618の計算式にて算出した．ｂ：治療開始０日目と28日目の肉眼
写真を示す．
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あった．そこで，OUMS-27，NMFH-1細胞に対して
OBP-301のファイバーにRGDモチーフを挿入しCAR
の発現がない細胞に対して，インテグリンを介して感
染することができるOBP-405を用いて細胞障害活性
を検討した．OBP-301では細胞障害活性を示さなかっ
たが，OUMS-27，NMFH-1ともにOBP-405使用群では
細胞生存率を抑制した．さらに，皮下移植した
OUMS-27腫瘍において，OBP-405はOBP-301や PBS
に比べて腫瘍増殖を有意に抑制した．以上の結果から，
OBP-405はCAR陰性，インテグリン陽性肉腫細胞に
対して有効であると考えられた．
骨・軟部肉腫に対するテロメラーゼ依存性腫瘍融解ウ
イルス療法の期待と展望
　今回の結果を踏まえて，テロメラーゼ依存性腫瘍融
解ウイルス療法の骨・軟部肉腫に対する治療戦略チャ
ートを作成した（図５）．治療戦略チャートを用いるこ
とで肉腫細胞のCAR，hTERT，インテグリンをそれ
ぞれ計測し，容易に最適なテロメラーゼ依存性腫瘍融
解ウイルスが選択できる．また，OBP-301は放射線9)
や抗がん剤10,11)との併用により，抗腫瘍効果の増強を
示すことが上皮系腫瘍では証明されており，肉腫細胞
でもOBP-301との併用効果を確認することで，今回作
成した治療戦略チャートの変更が考えられる．
　OBP-301の抗腫瘍活性は，テロメラーゼ活性ではな
く，CARの発現と強く相関する事が今回明らかになっ
た．多くの上皮系・非上皮系悪性腫瘍ではCARの発
現を認めるが，がんの悪性化12)や低酸素環境13)によっ
て，CARの発現が低下する事が知られており，OBP-
301の治療抵抗性を引き起こす可能性がある．CARの
発現低下に起因するOBP-301の治療抵抗性獲得に対
しては，OBP-301とCARの発現を増強させる薬剤と
の併用療法14)や，OBP-301からOBP-405への治療変更
が重要となると考えられる．そのためには，治療前や
治療中にも腫瘍細胞のCAR発現を的確に把握して治
療戦略を立てる事が重要となる．そこで我々は，CAR
の発現をOBP-301にGFP遺伝子を組み込んだOBP-
401を用いて，容易に測定する手法の開発を行ってお
り15)，今後臨床で使用できるようにさらなる検討を行
っていく必要がある．
お わ り に
　今回，我々は，テロメラーゼ活性の低いALT肉腫
細胞に対して，OBP-301がE1Aによるテロメラーゼ活
性の増強効果によって，非ALT肉腫細胞と同等に抗
腫瘍活性を示すことを明らかにした．また，OBP-301
抵抗性のCAR陰性肉腫細胞に対して，OBP-405が抗
腫瘍活性を示すことを明らかにした．テロメラーゼ活
性に依存して増殖する腫瘍融解アデノウイルス（OBP-
301，OBP-405）を用いたウイルス療法は，骨・軟部肉
腫に対する新たな治療法となる可能性がある．
　 骨・軟部肉腫に対する腫瘍融解ウイルス療法：佐々木剛，他13名 　
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図５　骨・軟部肉腫細胞に対するテロメラーゼ依存性腫瘍融解アデノウイルスの治療戦略
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